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Resumo: (Anatomia Vegetal Aplicada ao Estudo de Sistemas Androgênicos In Vitro) – Por
meio do cultivo in vitro de anteras ou de gametófitos isolados de algumas espécies vegetais, é
possível interromper o desenvolvimento microgametofítico e acionar divisões celulares atípicas,
as quais podem originar esporófitos com a mesma constituição genética do gametófito e com
variados níveis de ploidia, caracterizando a ocorrência da androgênese. Estudos histológicos
têm contribuído para a compreensão dos eventos morfogênicos nesta transição direta gametófito-
esporófito, que, freqüentemente, envolve a embriogênese. Além disso, diante da possibilidade
de proliferação dos estratos parietais e do conectivo, o estudo histológico de anteras em cultivo
tornou-se indispensável para a identificação dos sítios de embriogênese. Neste texto, são apre-
sentadas observações recentes, resultantes de estudos histológicos em ambos os sistemas que
visam à androgênese, indicando que, comparativamente a outras técnicas, as técnicas de aná-
lise anatômica oferecem inferências de grande confiabilidade.
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Abstract: (Applied Plant Anatomy to Study In Vitro Androgenic Systems) – By means of anther
culture or isolated gametophyte culture, it is possible to control the microgametophytic develop-
ment and to trigger atypical cell divisions that could originate sporophytes. These new sporophytes
have the same genetic constitution of the gametophyte, with different ploidy levels, characterizing
the occurrence of androgenesis. In this direct gametophyte-sporophyte transition, histological
studies contribute to understanding morphogenic events, which frequently occur by embryo-
genesis. Moreover, since anther walls and connective tissue could proliferate in vitro, cultured
anthers must always undergo histological studies for a precise description of embryogenic sites.
In this text, recent histological observations in both androgenic systems are presented and discus-
sed. Observations confirm that compared with techniques, anatomical techniques enable highly
reliable inferences.
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RODRIGUES, L. R.; OLIVEIRA, J. M. S. & MARIATH, J. E. A.160
Revista Brasileira de Biociências/Brazilian Journal of Biosciences - Porto Alegre, V. 2 n. 3/
4
 p. 159-167 / Jul-Dez 2004
Introdução
A Anatomia Vegetal é o ramo da Botânica que
estuda a estrutura interna dos organismos vege-
tais, permitindo a descrição de células, tecidos e ór-
gãos quanto a sua ontogênese, constituição e fun-
ção (Appezzato-da-Glória & Carmello-Guerreiro
2003). A Anatomia pode auxiliar na compreensão
de vários fenômenos relacionados ao corpo vege-
tal, dentre os quais as respostas ao cultivo in vitro.
Nas técnicas de cultivo in vitro, o estabeleci-
mento de células, tecidos ou órgãos vegetais sob
condições controladas tem como conseqüência a
interrupção do controle hormonal a que estas célu-
las estavam submetidas. Sendo expostas a uma nova
condição ambiental, as células vegetais podem ex-
pressar um potencial morfogênico que não se ex-
pressaria in vivo. As condições de cultivo podem
tanto permitir a continuidade de um padrão de de-
senvolvimento inviabilizado na planta, quanto pro-
mover a desdiferenciação e a neomorfogênese vege-
tal. As etapas que constituem estes eventos podem
ser detalhadas pelo emprego de técnicas de análise
anatômica.
Androgênese vegetal in vitro
Para o desenvolvimento dos microgametófitos
(grãos de pólen), são necessários dois eventos se-
qüenciais que integram a ontogênese da antera: a
microsporogênese e a microgametogênese. A mi-
crosporogênese transcorre desde a meiose até a li-
beração do micrósporo haplóide da tétrade. Um dos
primeiros eventos que caracterizam o início da mi-
crogametogênese é a formação de um grande va-
cúolo no micrósporo, forçando a polarização do nú-
cleo haplóide: o citoplasma e o núcleo são compri-
midos contra a esporoderme. Uma mitose assimétri-
ca origina duas células distintas, a célula vegetativa
e a célula generativa (Johri 1984; Mariath et al. 2003).
O padrão assimétrico desta primeira divisão mitóti-
ca é essencial para a funcionalidade do microgame-
tófito.
O desenvolvimento do microgametófito pode
ser interrompido por condições de cultivo in vitro
que acionam divisões celulares atípicas, as quais po-
dem originar um novo esporófito, caracterizando a
ocorrência da androgênese (Maheshwari et al. 1982;
Reynolds 1997; Henry 1998).
A androgênese é um processo reprodutivo uni-
parental, no qual a progênie possui o material gené-
tico apenas do genitor masculino. Este evento ocor-
re in vivo em espécies do gênero Corbicula (Cor-
buculidae) e do gênero Bacillus (Bacillidae), do rei-
no animal, e na espécie vegetal Cupressus dupre-
ziana (Cupressaceae) (McKone & Halpern 2003).
A androgênese vegetal in vitro foi inicialmente
registrada no cultivo de anteras de Datura innoxia
por Guha & Maheshwari (1964, 1966). Neste caso,
os gametófitos apresentaram um desvio da rota de
desenvolvimento e originaram esporófitos haplóides.
A partir deste registro, foram conduzidos cul-
tivos experimentais para obtenção de esporófitos
androgênicos de inúmeras espécies vegetais (Ma-
heshwari et al. 1982). Nas condições de cultivo pro-
postas, as espécies mais responsivas tornaram-se
modelo para o estudo dos fatores que alteram a rota
de desenvolvimento gametofítico, do estádio de
desenvolvimento responsivo, dos padrões iniciais
das divisões celulares que envolvem esta transição
gametófito-esporófito e das condições de cultivo
que aceleram a regeneração de plantas.
Em condições de cultivo favoráveis, são rege-
nerados esporófitos haplóides ou duplo-haplóides,
nem sempre com histodiferenciação completa. O
estudo de mais de duzentas espécies vegetais mos-
trou que variações no número cromossômico, in-
cluindo diploidia, poliploidia e aneuploidia, são
comuns entre indivíduos obtidos de um mesmo
sistema androgênico (Henry 1998).
A rota de desenvolvimento esporofítico pode
ser acionada no gametófito tanto por meio do culti-
vo in vitro de anteras quanto do cultivo de micrós-
poros e gametófitos isolados. Ambos os sistemas
prestam-se a estudos básicos, como modelo para
estudo dos diferentes aspectos (molecular, fisioló-
gico, histológico, etc.) da embriogênese e da em-
briologia (Johri 1984). Plantas haplóides e duplo-
haplóides têm amplo emprego como ferramenta
biotecnológica em trabalhos que visam à manipu-
lação de variabilidade genética para o melhoramen-
to das plantas cultivadas, acelerando a obtenção
de linhagens e permitindo o mapeamento de genes
de interesse agronômico e a descoberta de muta-
ções (Hoffmann et al. 1982; Siebel & Pauls 1989).
O cultivo de micrósporos e gametófitos isolados
também pode ser um sistema alvo para indução de
mutações (Barro et al. 2001), fusão de protoplastos
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(Sun et al. 1999) e transformação genética (Stöger
et al. 1995; Fukuoka et al. 1998).
A partir da observação de Guha & Maheshwari
(1964, 1966), o cultivo de anteras consolidou-se a
tal ponto que, em inúmeros trabalhos, foi apresen-
tado como sinônimo da embriogênese de origem
gametofítica. Entretanto, neste sistema, os micrós-
poros e gametófitos estabelecidos in vitro são en-
volvidos por tecidos esporofíticos: os estratos pa-
rietais, constituídos pelo tapete, pelo endotécio, pe-
la(s) camada(s) média(s) e pela epiderme. Também
está presente o tecido conectivo, que une a antera ao
filete. Foi demonstrado, em algumas espécies vege-
tais, que as condições de cultivo não favorecem a
proliferação destes tecidos da antera (Wang et al.
1999). Em soja (Glycine max), foi proposto que, após
o ingresso da planta na fase reprodutiva, suas célu-
las apresentam pouco ou nenhum potencial morfo-
gênico (Hu et al. 1996).
Porém, à medida que cultivos de anteras fo-
ram conduzidos com diferentes espécies vegetais,
foram registrados alguns casos de proliferação in
vitro de origem esporofítica (Tabela 1). Diante dis-
so, surgiu a necessidade de identificar os sítios de
embriogênese, pois o controle do evento morfogê-
nico é pré-requisito para a consistência de um pro-
tocolo. Por este aspecto, os estudos anatômicos tor-
naram-se essenciais à compreensão das respostas
de anteras ao cultivo in vitro.
Anatomia aplicada ao estudo
de sistemas androgênicos
A Anatomia apresenta inúmeras vantagens na
caracterização das respostas morfogênicas no cul-
tivo de anteras, atendendo a objetivos como os lis-
tados a seguir.
1. Identificar divisões celulares características
do desvio da rota gametofítica
A análise de seções histológicas de anteras cul-
tivadas in vitro permitiu a descrição das divisões ce-
lulares que levaram ao desenvolvimento de esporó-
fitos androgênicos em espécies responsivas, como,
por exemplo, Triticum aestivum (Reynolds 1993),
Hordeum vulgare (Pulido et al. 2001; Mazzocato
et al. 2004) e Brassica juncea (Malik et al. 2001).
Foi demonstrado que, conforme a espécie e as con-
dições de cultivo, tanto micrósporos quanto game-
tófitos originam esporófitos androgênicos in vitro.
Em geral, os micrósporos ingressam na microgame-
togênese, por meio de uma divisão celular típica (as-
simétrica) ou atípica (simétrica), como um passo ini-
cial para a embriogênese (Pretova et al. 1993; Kim
et al. 2004).
Porém, respostas celulares indicativas da indu-
ção à embriogênese de espécies modelo nem sem-
pre resultam na formação de esporófitos androgê-
nicos em espécies para as quais as condições de in-
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anteras de soja, através da análise de seções histo-
lógicas, associada ao emprego de microscopia em
campo claro e fluorocromasia, foi comprovada a for-
mação de gametófitos multinucleados dentro de bo-
tões florais armazenados por até 28 dias a 4oC (Ro-
drigues et al. 2005b), resposta até então registrada
somente in vitro e sempre atribuída ao cultivo.
2. Acompanhar as divisões celulares que
originam o esporófito androgênico
A Anatomia tem servido amplamente à identi-
ficação dos padrões de formação de embriões deri-
vados de micrósporos e de gametófitos, permitin-
do, inclusive, a descrição da síntese das novas pa-
redes no gametófito multinucleado (Idzikowska &
Mlodzianowski 1979). À medida que o número de
células aumenta, ocorre o rompimento da esporo-
derme e a liberação de uma estrutura embriogênica
multicelular com variados graus de organização en-
tre o padrão de desenvolvimento zigótico e calogê-
nico (Reynolds 1993; Reynolds 1997; Maraschin
et al. 2003; Mazzocato et al. 2004).
3. Determinar os sítios de
origem das proliferações in vitro
Naqueles cultivos em que os tecidos esporofí-
ticos da antera apresentam potencial proliferativo,
seções histológicas esclarecem a origem e o desti-
no das divisões celulares. Por exemplo, a análise
de seções histológicas de anteras de soja cultivadas
mostrou que calos conectivais deram origem a es-
truturas embriogênicas de origem multicelular (Ro-
drigues et al. 2005a), até então contabilizadas co-
mo derivadas do micrósporo e do gametófito, quan-
do analisadas apenas ao estereomicroscópio.
Também foi observado que células epidérmicas
da antera, não-reabsorvidas, desdiferenciaram-se e
retomaram a capacidade de divisão, originando pro-
liferações embriogênicas (Rodrigues et al. 2005a).
Quando analisadas em esmagamentos ao micros-
cópio em campo claro, estas proliferações podem
ser confundidas com estruturas embriogênicas de
origem gametofítica.
Além disso, foi possível registrar que algumas
protuberâncias consideradas embriogênicas em fun-
ção da morfologia externa ao estereomicroscópio,
similar a de um embrião globular, eram apenas pro-
liferações calogênicas sem qualquer organização
interna (Rodrigues 2004).
4. Identificar a origem de variações no
número cromossômico e nos níveis de ploidia
No cultivo de anteras, a haploidia é considerada
um indicativo da origem androgênica de calos, es-
truturas embriogênicas e embriões. Geralmente, para
a contagem cromossômica, o explante é submetido
a esmagamento (Guha & Maheshwari 1966; Kumar
et al. 2003), destruindo a organização dos tecidos.
Em seções histológicas de calos conectivais de
soja, foram encontradas células com número cro-
mossômico bastante inferior a 40 (2n), aparente-
mente haplóides. Em uma destas células, foi possí-
vel confirmar o nível haplóide (Rodrigues 2004).
A mesma observação foi feita anteriormente no cul-
tivo de anteras de Vitis vinifera x V. rupestris (Alta-
mura et al. 1992) e de Manihot esculenta (Wood-
ward & Puonti-Kaerlas 2001). Uma vez que as cé-
lulas haplóides podem ter origem esporofítica no
cultivo de anteras, a sua presença não deve ser usa-
da como único indicativo de origem androgênica.
Variações do nível de ploidia e do número cro-
mossômico são pouco estudadas em cultivos que
visam embriogênese a partir de tecidos esporofíticos
(clonal). Em esmagamentos de explantes cotiledo-
nares de soja, Homrich et al. (2000) registraram a
ocorrência de embriões-mosaico, com linhagens ce-
lulares com 40 (2n), 60 (3n) e 80 (4n) cromossomos.
Na análise de seções histológicas de calos conecti-
vais de soja foram encontradas falhas na citocinese,
que podem explicar estas variações no número cro-
mossômico (Rodrigues 2004).
5. Esclarecer o grau de histodiferenciação
do novo esporófito androgênico
Ainda que a indução à embriogênese seja efi-
ciente sobre uma proporção significativa de game-
tófitos, nem sempre o desenvolvimento do embrião
androgênico é completo. Freqüentemente, o padrão
inicial de formação destes embriões difere daque-
le expresso pelo embrião zigótico (Reynolds 1993;
Maraschin et al. 2003).
Por meio da análise de seções histológicas, po-
dem ser detalhados: falhas do desenvolvimento em-
briogênico, efeito de tratamentos visando à obten-
ção de embriões completos e ocorrência de embrio-
gênese secundária (XuHan et al. 1999; Cegielska-
Taras et al. 2002).
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Pilares da anatomia aplicada ao
cultivo in vitro
A partir de trabalhos em que a Anatomia foi
aplicada ao estudo de sistemas androgênicos, é
possível estabelecer critérios básicos para o em-
prego da Anatomia em quaisquer sistemas in vitro:
1. Comparação com um padrão in vivo
Um estudo anatômico da resposta ao cultivo
requer a identificação prévia dos eventos ontogê-
nicos que originaram o tecido e do estado do teci-
do no momento do estabelecimento in vitro.
Para o estudo de sistemas androgênicos, é pre-
ciso considerar que, quando a planta sofre a indu-
ção floral, destina recursos para a diferenciação de
órgãos reprodutivos e forma as anteras como um sí-
tio extremamente especializado para a microsporo-
gênese e a microgametogênese. A antera constitui-
se de vários tecidos destinados à senescência combi-
nada à gametogênese (Schmid 1976). No momen-
to em que é estabelecida in vitro, a antera deixa de
fazer parte do botão floral e de receber o estímulo
nutricional e hormonal específico à conclusão da
rota gametofítica (Vasil 1967; Johri 1984). Consi-
derando as funções especializadas e o momento es-
pecífico da microgametogênese em que inicia a de-
gradação de cada tecido, a antera pode ter diversas
respostas às condições de cultivo.
Por esse ponto de vista, é possível explicar a
ocorrência simultânea dos eventos morfogênicos dis-
tintos, registrados no cultivo de anteras de algumas
espécies, como Vitis spp. (Altamura et al. 1992), Ma-
lus spp. (Ochatt & Zhang 1996) e soja. Nesta última,
foi registrada a formação de calos (Tang et al. 1973;
Ivers et al. 1974), raízes (Ye et al. 1994), brotações
apicais (Yin et al. 1982; Jian et al. 1986) ou filóides
(Rodrigues et al. 2005a) e estruturas embriogênicas
derivadas do micrósporo (Zhao et al. 1998) ou do
conectivo (Rodrigues et al. 2004, 2005a).
O cultivo pode exercer um estímulo diferente
sobre cada célula e a resposta pode depender de inú-
meras condições, além daquelas mencionadas nos
textos clássicos, como a constituição do meio e as
condições físicas in vitro (Maheshwari et al. 1982;
Reynolds 1997). A resposta morfogênica pode de-
pender, inclusive, da posição da célula em relação às
demais e em relação ao meio nutritivo, da resposta
dos tecidos adjacentes e da liberação de compostos
pelas células adjacentes (Rodrigues et al. 2005a).
2. Observações seriais
Na análise de seções histológicas, é sempre
necessário fazer uma interpretação tridimensional
do material vegetal. Entretanto, para uma determi-
nação abrangente da origem e do destino das proli-
ferações in vitro, é essencial registrar etapas do mes-
mo evento ao longo do tempo de cultivo. Por exem-
plo, no cultivo de anteras de soja, proliferações in-
vasivas ao espaço locular, anteriormente atribuí-
das aos gametófitos (Kaltchuk-Santos et al. 1997),
tiveram sua origem comprovada somente através
de observações histológicas seriais: foi registrado,
de forma inédita, que uma célula desdiferenciada
da camada média, ou várias células conectivais, po-
de(m) proliferar-se para dentro do lóculo da antera,
comprimindo os gametófitos (Rodrigues et al. 2005a).
Proliferações similares foram registradas no cultivo
de anteras de Prunus armeniaca (Peixe et al. 2004)
e também atribuídas pelos autores à embriogênese
de origem gametofítica.
3. Tamanho amostral representativo
Observações seguras quanto à resposta ao cul-
tivo devem partir da análise de um número represen-
tativo de amostras. É preciso que várias seções his-
tológicas representativas de um mesmo evento este-
jam disponíveis para a execução de diferentes colo-
rações e reações fluorocromáticas, uma vez que o
material pode ser perdido em alguns testes. Tam-
bém é adequado que amostras do mesmo material
sejam fixadas e processadas seguindo diferentes
protocolos (cf. O’Brien & McCully 1981 e Kraus
& Arduin 1997), prevendo a necessidade de análi-
ses adicionais que ampliem as informações.
4. Combinação de diferentes técnicas e
complementação com técnicas auxiliares
A capacidade humana de percepção e interpre-
tação dos fenômenos é sempre relativa ao potencial
individual e aos recursos empregados na análise. Por
isso, as informações quanto aos eventos morfogê-
nicos serão mais completas quanto mais abrangentes
as técnicas empregadas para seu estudo. Recentemen-
te, a diversificação de técnicas tem permitido inferên-
cias cada vez mais completas sobre os sistemas em-
briogênicos, principalmente pelo emprego de estu-
dos de imunolocalização e moleculares (Wang et al.
1999; Verdeil et al. 2001; Maraschin et al. 2003).
O acúmulo parietal de calose e de pectinas ca-
racteriza a indução à embriogênese a partir de célu-
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las esporofíticas (Chapman et al. 2000; Verdeil et
al. 2001), e foi registrado na esporoderme de alguns
gametófitos de soja, nas condições de cultivo que
desfavoreceram a proliferação dos estratos parietais
e do conectivo (Rodrigues et al. 2004). Por isso, estu-
dos de imunolocalização destas substâncias (calo-
se e pectinas) poderão ser úteis à identificação pré-
via de micrósporos e gametófitos responsivos.
No caso do cultivo de anteras de soja, observa-
ções histológicas seriais e a combinação de técni-
cas, como análises fluorocromáticas e testes histo-
químicos, subsidiaram a decisão de troca de siste-
ma in vitro. Foi necessário desenvolver uma estra-
tégia de isolamento para estabelecer cultivos de mi-
crósporos e gametófitos em suspensão, eliminando
a interferência de tecidos esporofíticos (Rodrigues
2004), alternativa anteriormente apontada para ou-
tras espécies, como Medicago sativa (Saunders &
Bingham 1972), Petunia spp. (Sangwan & Norreel
1975) e Malus spp. (Ochatt & Zhang 1996).
Anatomia de micrósporos e
gametófitos em suspensões
No cultivo de micrósporos e gametófitos isola-
dos, a resposta é acompanhada através de microsco-
pia, principalmente de material fresco ao microscó-
pio invertido e de material fixado sob fluorescência
(Sangwan & Norreel 1975; Pretova et al. 1993; Bi-
narova et al. 1997).
Para o sucesso no desenvolvimento de um pro-
tocolo, é essencial o emprego de técnicas confiáveis
no acompanhamento dos cultivos. Mesmo na ausên-
cia de células esporofíticas, na avaliação ao micros-
cópio, é possível que eventos degradativos sejam con-
fundidos com eventos embriogênicos e que contami-
nantes, inclusive microorganismos, sejam confun-
didos com proembriões.
A experiência com soja comprova que várias
técnicas podem ser úteis ao estudo de suspensões
de micrósporos e gametófitos isolados (Rodrigues
2004). A técnica mais acessível, porém menos in-
formativa, é a microscopia de campo claro de
amostras fixadas em Farmer e coradas com car-
mim. Dentre as técnicas de microscopia de fluo-
rescência, a reação fluorocromática à fluoresceína
diacetato (FDA) (Heslop-Harrison & Heslop-
Harrison 1970) ofere-ce a estimativa de viabilida-
de mais confiável. A reação fluorocromática ao 4’-
6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e à mitramicina,
a partir de amostras frescas ou fixadas (Coleman
& Goff 1985), são técnicas significativamente mais
informativas quanto à morfologia dos núcleos
(Rodrigues 2004). Entretanto, estas técnicas im-
possibilitam a conservação das lâminas e a execu-
ção de mais de um teste com o mesmo material.
Contornando as desvantagens destas técnicas,
suspensões de micrósporos e gametófitos também
podem ser submetidas aos procedimentos para a
obtenção de seções histológicas em historesina. Pa-
ra tanto, uma das estratégias de amostragem é a
passagem da suspensão através de um filtro, cujos
poros tenham dimensão inferior ao dos gametófitos
(Maraschin et al. 2003). Um procedimento alter-
nativo foi adaptado de Santos & Mariath (1997)
por Rodrigues (2004), no qual micrósporos e
gametófitos são amostrados do cultivo e retidos
dentro de uma gota de agente gelificante altamen-
te concentrado. Esta amostra gelificada pode ser
submetida às preparações histológicas sem perda
de material.
Assim, seja qual for o sistema de abordagem à
embriogênese de origem gametofítica, enquanto al-
gumas técnicas têm sido abandonadas, o emprego
de estudos histológicos é cada vez mais freqüente,
permitindo inferências de grande confiabilidade.
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